Inhibitory Effect of RXRα Ligand K-80003 on Liver Fibrosis and Identify Novel Modulators of RXRα by 蔡黎俊
  
 
学校编码：10384                      分类号        密级          
学号：32320141153386                                   UDC         
 
 
 
 
 
 
硕  士  学  位  论  文 
 
RXRα配体 K-80003对肝纤维化抑制作用的研究及
RXRα新型调节剂的识别 
Inhibitory Effect of RXRα Ligand K-80003 on Liver 
Fibrosis and Identify Novel Modulators of RXRα 
 
蔡黎俊 
 
指导教师姓名：张 晓 坤 教授 
专 业 名 称 ：化 学 生 物 学 
论文提交日期：2 0 1 7 年 4 月 
论文答辩时间：2 0 1 7 年 5 月 
学位授予日期：2 0 1 7 年 6 月 
 
答辩委员会主席：         
评    阅    人：         
2017年 月 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
 
厦门大学学位论文原创性声明 
 
本人呈交的学位论文是本人在导师指导下,独立完成的研究成果。
本人在论文写作中参考其他个人或集体已经发表的研究成果，均在文
中以适当方式明确标明，并符合法律规范和《厦门大学研究生学术活
动规范（试行）》。 
另外，该学位论文为（                            ）课题（组）
的研究成果，获得（               ）课题（组）经费或实验室的资
助，在（               ）实验室完成。（请在以上括号内填写课题
或课题组负责人或实验室名称，未有此项声明内容的，可以不作特别
声明。） 
 
声明人（签名）： 
          年   月   日 
 
 
 
 
 
 
 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
 
厦门大学学位论文著作权使用声明 
 
本人同意厦门大学根据《中华人民共和国学位条例暂行实施办法》
等规定保留和使用此学位论文，并向主管部门或其指定机构送交学位
论文（包括纸质版和电子版），允许学位论文进入厦门大学图书馆及
其数据库被查阅、借阅。本人同意厦门大学将学位论文加入全国博士、
硕士学位论文共建单位数据库进行检索，将学位论文的标题和摘要汇
编出版，采用影印、缩印或者其它方式合理复制学位论文。 
本学位论文属于： 
（     ）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，于   
年  月  日解密，解密后适用上述授权。 
（     ）2.不保密，适用上述授权。 
（请在以上相应括号内打“√”或填上相应内容。保密学位论文应
是已经厦门大学保密委员会审定过的学位论文，未经厦门大学保密委
员会审定的学位论文均为公开学位论文。此声明栏不填写的，默认为
公开学位论文，均适用上述授权。） 
 
 
                             声明人（签名）： 
年   月   日
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
摘要 
I 
 
摘 要 
真核细胞生物体中，核受体是非常重要的一类蛋白质，调控着诸多生物学功
能。本研究主要以核受体 RXRα作为研究对象。 
RXRα是核受体家族中主要的一员，能够介导多种生物学功能，包括体内稳
态、代谢平衡、细胞分化和细胞凋亡等功能，同时 RXRα在肝脏中是高度表达的，
在肝纤维化过程中，RXRα的表达下调。以此为基础，本研究发现 RXRα配体 K-
80003能够起到抑制肝纤维化的作用，希望能通过 K-80003来解释 RXRα是如何
参与肝纤维化的调控。本研究发现，K-80003在细胞水平上可以抑制肝星状细胞
的活化，降低细胞外基质的产生；在动物水平上 K-80003可以改善 CCl4诱导的
肝损伤和由肝损伤引发的肝纤维化；另外 K-80003 在抑制肝星状细胞活化的过
程中会抑制Smad的转录活性却不会影响Smad2/3的磷酸化，进一步发现K-80003
是通过抑制 RXRα 导致 ATP 水平下降，进而引起 AMPKα 磷酸化来起到抑制
Smad转录活性和纤维化的。 
另外，通过虚拟筛选和实验验证从数据库中识别新型的核受体 RXRα 调节
剂。RXRα是一种重要的配体依赖性转录因子，与各种癌症、代谢及神经变性疾
病相关。因此它是现代药物发现的关键靶标。在研究中，根据 RXRα的配体结合
结构域的晶体结构，在具有 1280 种旧药物的 Drugbank 2.0 数据库中进行 Glide
筛选，筛选出了 15化合物进行 BIAcore测试其对 RXRα的结合和进行报告基因
测定其对 RXRα 转录活性的影响。研究结果表明他汀类化合物匹伐他汀和氟伐
他汀可以结合到到 RXRα的配体结合结构域经典口袋，KD值分别为 13.30 μM和
11.04 μM，并且匹伐他汀和氟伐他汀可以作为 RXRα的转录拮抗剂。多潘立酮和
马来酸罗格列酮同样可以结合 RXRα 的配体结合结构域经典口袋，KD值分别为
8.80 μM和 15.01 μM，但是多潘立酮和马来酸罗格列酮则是作为 RXRα的转录激
动剂。 
 
关键词：类视黄醇 X受体、肝纤维化、RXRα新型调节剂 
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Abstract 
In eukaryotic organisms, nuclear receptor is a very important class of proteins, 
regulating a variety of biological functions. In this study, we focused on the nuclear 
receptor RXRα as the research object, divided into two parts. 
RXRα is a member of the nuclear receptor family and can mediate a variety of 
biological functions including homeostasis, metabolic balance, cell differentiation, cell 
apoptosis and other functions, RXRα in the liver is highly expressed, and in the process 
of liver fibrosis, expression of RXRα is downregulation. Based on this, I found that 
RXRα ligand K-80003 can inhibit liver fibrosis, hoping to explain RXRα is how to 
participate in the regulation of liver fibrosis through K-80003. In this study, K-80003 
can inhibit the activation of hepatic stellate cells and reduce the production of 
extracellular matrix at the cellular level. At the animal level, K-80003 can improve 
CCl4-induced liver injury and hepatic fibrosis induced by liver injury. In addition, K-
80003 inhibits the transcriptional activation of Smad but does not affect the 
phosphorylation of Smad2/3 in the process of inhibiting the activation of hepatic stellate 
cells, further, I found that K-80003 decreased ATP levels by inhibiting RXRα, which 
led to AMPKa phosphorylation to inhibit the transcriptional activation of Smad and 
liver fibrosis. 
In addition, we discuss virtual screening and experimental validation identify 
novel modulators of nuclear receptor RXRα from Drugbank database. Retinoid X 
receptor alpha (RXRα), an important ligand-dependent transcription factor, is 
associated with various cancers and metabolic and neurodegenerative diseases. 
Therefore, it has been a crucial target in modern drug discovery. In this study, Drugbank 
2.0 with 1280 old drugs were virtually screened by Glide according to the crystal 
structure of ligand-binding domain (LBP) of RXRα. 15 compounds selected were tested 
for their binding and transcriptional activity toward RXRα by Biacore or reporter gene 
assay. The identified new scafford ligand of RXRα, Pitavastatin, was chemically 
optimized. Our results demonstrated that statin compounds Pitavastatin and Fluvastatin  
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could bind to the LBP of RXRα (KD = 13.30 μM and 11.04 μM, respectively) and serve 
as transcriptional antagonists of RXRα. On the contrary, Domperidone and 
Rosiglitazone maleate could bind to the LBP of RXRα (KD = 8.80 μM and 15.01 μM, 
respectively) but serve as transcriptional agonists of RXRα. 
 
Key words: Retinoid X receptor alpha, Liver Fibrosis, novel modulators of nuclear 
receptor RXRα 
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第一章 RXRα配体 K-80003对肝纤维化抑制作用的研究 
第一节 前言 
1. 核受体简介 
核受体（Nuclear Receptors, NRs）超家族是真核细胞生物体内分布最广泛的
一大类功能蛋白。核受体可以被类固醇、甲状腺激素和某些其它分子调节，在辅
助因子的协助下调控特定基因的表达，从而调节生物体的发育、稳态和代谢等生
物学功能。 
核受体具有直接结合 DNA和调节相邻基因表达的能力，因此核受体被归类
为转录因子[1, 2]。通常情况下，核受体在调节基因表达时需要影响受体行为的配
体或分子存在。具体来说，配体与核受体的结合会引起受体构象变化，从而激活
受体调控基因表达。 
大多数核受体的分子量在 50,000和 100,000道尔顿之间。核受体具有相似的
分子结构，一般分为六个区[3, 4]： 
A/B区为 N-末端调节结构域，含有转录激活功能域 1（Activation Function 1, 
AF-1），其作用不依赖于配体的存在[5]。 AF-1的转录激活活性通常非常弱，但其
可以与E区的AF-2协同调控基因表达。A/B区序列在不同核受体之间高度可变。
C区为 DNA结合结构域（DNA Binding Domain, DBD），含有两个锌指的高度保
守结构域，其可以结合被称为激素反应元件（HRE）的 DNA特定序列。D区为
铰链区域，是将 DNA结合结构域与配体结合结构域连接的柔性域。影响细胞内
运输和亚细胞分布。E区为配体结合结构域（Ligand Binding Domain, LBD），配
体结合结构域是在不同核受体之间在序列上中等保守，但是在结构上高度保守的
结构域。 E区的二级结构是由 12 个 α螺旋组成，核受体的配体结合区在 E 区。
配体结合结构域还含有转录激活功能域 2（Activation Function 2, AF-2），其作用
取决于结合配体的存在[5]。F区为 C-末端结构域，F区的序列高度可变，其结构
和功能尚不十分清楚[6]。 
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图 1 核受体结构示意图 
Fig.1 Structure of nuclear receptors 
 
2. RXR简介 
视黄醇 X受体（Retinoid X Receptors, RXRs）[7]可以被 9-顺式视黄酸（9-cis-
RA）和 9-顺式-13,14-二氢视黄酸（9-cis-13,14-dihydro-RA）激活，其中前者是否
作为内源性配体是有争议的[8, 9]，而后者其可能是主要的内源性哺乳动物 RXR选
择性激动剂[10]。由于利用的启动子和剪切方式的不同[11-14]，视黄醇 X 受体有三
种亚型：RXRα，RXRβ和 RXRγ，分别由 RXRA、RXRB、RXRG基因编码。 
RXR 可以和持续性激活受体（CAR）、法尼醇 X 受体（FXR）、肝 X 受体
(LXR)、过氧化物增殖因子激活受体（PPAR）[15]、孕烷 X受体（PXR）、视黄酸
受体（RAR）、甲状腺素受体（TR）和维生素 D 受体（VDR）等其它核受体形成
异源二聚体。与其它 II型核受体一样，在不存在配体的情况下，RXR 异源二聚
体会与辅阻遏物形成复合体结合在激素反应元件上。而在激动剂与 RXR结合后，
二聚体会与辅阻遏物解离并且招募辅激活物，继而促进下游靶基因的转录。 
2.1 RXR结构 
继视黄酸受体（RARs）发现后，1990 年 Mangelsdorf 在筛选视黄酸受体 α
（Retinoic Acid Receptors, RARα）的 DNA 结合区域的 cDNA 文库时，发现了
一种新的 cDNA，经鉴定确定为一个编码 462 个氨基酸的 cDNA。其在结构上与
RAR 相似，但是对于视黄酸的响应低于 RAR，则被命名为视黄醇 X 受体 α
（Retinoid X Receptor α，RXRα）[16]。 
之后，人们陆续在不同物种、不同组织中发现了 RXR 的其它亚型 RXRβ、
RXRγ。RXR的三种亚型在表达部位有很大的不同。RXRα 在肝、肾、脾、胎盘、
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表皮和各种内脏组织表达丰富；RXRβ 则几乎在每种组织都有表达；而 RXRγ的
表达主要在肌肉和脑组织中[17, 18]。 
在进行序列同源性分析分类时发现，RAR 与 VDR、TR、PPAR 更为相似，
而 RXR 则与 COUP-TF、HNF-4 同属最为古老的一类核受体[19]。并且，在海绵
Suberites domuncula 体内也发现了 RXR 的类似物，极有可能很多核受体由此进
化而来[20]。 
2.2 RXR功能 
RXRs和 RARs是通过参与视黄酸介导的基因激活，从而介导类视黄醇相关
的生物效应的核受体。这些受体通常形成同源二聚体或异源二聚体，结合靶基因
启动子中的特定序列，进而调节其转录来发挥作用。RXR 属于转录因子中的一
员，其为类固醇和甲状腺激素受体超家族的成员[16]。在缺乏配体的情况下，
RXR/RAR异源二聚体与含有诱导组蛋白脱乙酰化、染色质凝集和转录抑制功能
的辅阻遏物结合形成复合物。在存在配体的境况下，辅阻遏物从受体解离并与辅
激活物结合，导致转录激活。RXR除了可以自身形成同源二聚体以及和 RAR形
成异源二聚体，RXR同样可以和其它核受体形成异源二聚体，包括 VDR、PPAR、
TR及一些孤儿核受体如 LXR、PXR、CAR和神经生长因子诱导的基因 B（NGFI-
B，也称 Nur77 和 TR3）[11, 13, 14]。在这些异源二聚体中，RXR有时只是作为一
个伴侣，不被配体所调控；然而在另一些异源二聚体中，像是 RXR/RAR、
RXR/TR3异源二聚体中，配体则参与了对 RXR的活化[12]。 
除了以上所陈述的，RXR可以通过直接与 DNA结合进而调控基因表达的经
典功能外，还能通过不直接与 DNA结合的方式，行使与经典功能不同的“非基因
型功能”（Non-Genomic Action）。越来越多的证据表明，各种核受体能够直接与
其它蛋白发生相互作用，进而快速调控细胞内多种信号通路[21]。 这种作用方式
被称为核受体的“非基因型功能”[21]。“非基因型功能”的发现，为核受体领域打开
了新的世界，目前认为，核受体的非基因型作用主要发生在细胞质或细胞膜内侧，
核受体与细胞质内信号通路中的蛋白直接相互作用，形成一种新的信号转导复合
物，该复合物可同时接受来自核受体特异性的小分子配体和膜受体信号通路的双
重调控。 
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3. 肝纤维化简介 
肝纤维化的主要特征是细胞外基质（Extracellular Matrix, ECM）的过度积累，
细胞外基质的主要成分为出现在大多数慢性肝病中的胶原。晚期的肝纤维化会导
致肝硬化、肝衰竭和门静脉高压，并且通常需要肝移植作为治疗策略。如今，我
们对肝纤维化细胞和分子机制的了解已经大大提高，其中活化的肝星状细胞、门
静脉成纤维细胞和骨髓来源的肌成纤维细胞已被证明为肝损伤过程中胶原的主
要来源。这些细胞被纤维形成细胞因子如 TGF-β1，血管紧张素 II和瘦素所激活。
有研究报道，在中晚期肝纤维化患者中发现了肝纤维化的可逆性，这一现象极大
地刺激了研究人员开发抗纤维化药物的热情。新兴的抗纤维化治疗旨在抑制纤维
形成细胞的积累和亦或防止细胞外基质的沉积[22]。 
肝纤维化起因于慢性肝损伤，伴随着细胞外基质的积累，这是大多数类型的
慢性肝脏疾病的特征[23]。在工业化国家中，导致肝纤维化的主要原因包括慢性
HCV感染、饮用酒精过度和非酒精性脂肪性肝炎（NASH）。伴随有持续性肝纤
维化的疾病，进一步发展下去会导致肝硬化，这不仅仅表明肝纤维化末期疤痕的
沉积，同样会引起肝实质细胞与血管结构的失常。肝硬化的主要特征是在纤维化
的隔膜周围形成再生性实质细胞小节，尤其是当实质细胞小节变大时还可能于末
梢肝小静脉与肝门束中形成小节。门体分流与静脉闭塞经常出现会损坏正常的肝
功能，导致门静脉高血压的出现。血管化的纤维隔膜与肝门束及中央静脉相连，
它的形成受到血管生成作用的刺激，会导致门体分流的出现，绕开肝实质细胞[24]。
从肝纤维化到肝硬化的整个过程一般而言比较缓慢，从 20年至 40年不等，整个
过程受到遗传与环境两个因素的影响。 
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图 2 肝纤维化中基质与细胞的病变 
Fig.2 Matrix and cellular alteration in hepatic fibrosis 
 
3.1 星状细胞活化、细胞外基质来源与肝纤维化 
疤痕反应在肝组织中是一个很普通的生理反应，包括中毒、代谢以及病毒侵
袭在内的各种肝损伤都可以造成疤痕反应。肝组织中实质细胞的活化则是构成该
反应的基础，实质细胞（主要是肝星状细胞）转化为有弹性的导管成肌纤维细胞
（Myofibroblast, MF），进而产生疤痕包围的受损区域。肝血窦内皮与肝细胞之间
的部分是 Disse腔[25]，肝星状细胞是一种居于此间的实质细胞。静息肝星状细胞
（qHSC）富含维生素 A，在肝出现损伤后肝星状细胞就会活化，维生素 A会逐
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